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章必成1, 李　青1, 巩西启2, 叶　菁1, 陈广生1, 王映梅1, 林圣彩3　 (1 第四军医大学西京医院病理科, 陕西 西安 710033,
2 北京卫戍区三师医院, 北京, 3 新加坡国立大学分子细胞生物学研究所, 新加坡)
关键词: p 38 分裂原激活蛋白激酶; 基因转染; 胶质瘤; 凋亡;
大鼠
中图号: R 739. 41　　　文献标识码: A
摘　要: 目的　研究 p 38M A PK 基因转染大鼠胶质瘤细胞系
C6 后对其生物学特性的影响. 方法　利用脂质体介导法将
p 38M A PK 基因导入大鼠胶质瘤细胞系 C6 中, 用免疫细胞化
学染色检测其在细胞转染前后的表达情况, 用 H E 染色、流式
细胞仪等方法研究其对细胞形态、粘着状况和生长周期的影
响. 结果　转染 pCM V 52p 38M A PK 质粒组 p 38M A PK 蛋白
表达阳性, 细胞形态发生变化, 贴壁性降低, 出现大量凋亡细
胞. 结论　转染 p 38M A PK 基因可诱导胶质瘤细胞凋亡.
p38M APK induces apoptosis of gl ioma cell
ZH A N G B i2Cheng 1, L I Q ing 1, GON G X i2Q i2, Y E
J ing 1, CH EN Guang 2S heng 1, W A N G Y ing 2M ei1,
L IN S heng 2Ca i3
1D epartm en t of Pa tho logy, X ijing Ho sp ita l, Fou rth
M ilita ry M edica l U n iversity, X i’an 710033, Ch ina,
2T h ird D ivision H eadquarters Ho sp ita l, Beijing Gar2
rison Comm and, Beijing, 3 In st itu te of M o lecu lar
and Cell B io logy, N at iona l U n iversity of Singapo re,
Singapo re
Keywords: p 38M A PK; gene transfect ion; gliom a; apop to sis;
ra ts
Abstract: A IM 　To study the effect of p 38M A PK transfec2
t ion on the b io logical characterist ics of gliom a cell C6.
M ETHOD S　p 38M A PK w as transfected in to gliom a cell C6
by lipofect in. Exp ression of p 38M A PK w as detected by
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imm unocytochem istry. H E stain ing and flow cytom etry w ere
adop ted to m easu re the cell mo rpho logy, adhesion and cell
cycle. RESUL TS　p 38M A PK w as exp ressed in transfected
gliom a cells, w ith cell b io logical characterist ics changing and
apop to t ic cells em erging. CONCL USION 　 A pop to sis of
gliom a cell cou ld be induced by p 38M A PK transfect ion.
0　引言
蛋白质的磷酸化与去磷酸化是传递细胞各种信
息的重要转导机制. 蛋白激酶催化磷酸基团与蛋白
质内特异的氨基酸共价结合. 一系列的蛋白激酶及
其磷酸化活化构成了信号转导级联反应. 丝裂素活化
蛋 白 激 酶 ( m itogen2act iva ted p ro tein k inase,
M A PK ) 信号通路是近年来研究较多的蛋白激酶通
路. 在真核细胞中, 已鉴定出 4 条, 即细胞外信号调
节蛋白激酶 ( ex tracellu la r signa l2regu la ted p ro tein
k inase, ER K) 通路, c2Jun 氨基末端激酶 (c2Jun N 2
term ina l k inase, JN K) ö应激活化蛋白激酶 (st ress2
act iva ted p ro tein k inase, SA PK ) 通路, ER K5ö大丝
裂素活化蛋白激酶 1 (b ig M A P k inase, BM K1) 通路
和 p 38M A PK 通路. 它们参与了细胞生长、发育、分
裂及细胞间的功能同步等多种生理过程, 并参与细胞
的恶性转化等病理过程. p 38M A PK 除在细胞应激、
炎症反应中具有重要作用外, 也与细胞的发育、分化
和凋亡密切相关. 胶质瘤是中枢神经系统最常见的
肿瘤, p 38M A PK 对其生长的调节作用尚不了解. 我
们将外源性 p 38M A PK 基因转染大鼠胶质瘤细胞系
C6, 以期研究其对胶质瘤细胞生物学特性的影响, 为
充实信号转导在胶质瘤中的作用提供理论依据.
1　材料和方法
1. 1　材料　大鼠胶质瘤细胞系 C6 由本教研室保
存. pCM V 52p 38M A PK 质粒和兔抗鼠 p 38M A PK 抗
体由新加坡国立大学林圣彩教授惠赠. pCM V 5 质粒
由本校生化教研室孙强惠赠. 脂质体购自 Gibco 公
司. 免疫组化试剂盒购自武汉博士德公司.
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1. 2　基因转染　大鼠胶质瘤细胞系 C6 在含 150
mL ·L - 1小牛血清的 R PM I 1640 培养液中常规培
养, 细胞生长至对数期时以 2×105ö孔接种于 6 孔板,
培养 24 h. 将 2 Λg pCM V 52p 38M A PK, 10 ΛL 脂质
体分别溶于 100 ΛL 无血清培养基, 两溶液缓慢混匀,
室温放置 30 m in, 加入 0. 8 mL 无血清培养基, 混匀
后加入上述培养细胞内, 常规培养 4 h 后, 加入 1mL
含 150 mL ·L - 1小牛血清的培养液, 继续培养 24 h.
同法转染 pCM V 5 质粒及未转染C6 细胞作为对照.
1. 3　形态学检测　转染同时制备细胞爬片, 转染后
30 h 取出, PBS 洗涤 2 次, 950 mL ·L - 1乙醇固定 15
m in, H E 染色.
1. 4　免疫细胞化学染色　细胞爬片处理同上. 一抗
为兔抗鼠 p 38M A PK 抗体 (1∶50) , 4℃过夜, 加入二
抗, 室温 30 m in, 加入 SABC 复合物,DAB 显色, 苏木
素衬染.
1. 5　细胞周期分析　3 组细胞各约 1×106 个, 经胰
酶消化成单细胞悬液, PBS 洗涤 2 次, 700 mL ·L - 1
冷乙醇固定过夜, 用D PA I 进行染色, 于流式细胞仪
进行细胞周期分析.
2　结果
2. 1　形态学检测　转染 pCM V 52p 38M A PK 质粒
后, 细胞由原来的多突起形逐渐变为双极或圆形, 体
积缩小, 细胞内空泡增多 (F ig 1) , 贴壁性降低, 36 h
后可见部分细胞漂浮于培养液中. pCM V 5 质粒组和
空白对照组无明显变化. H E 染色显示 pCM V 5 质粒
组和空白对照组细胞形态一致, 可见大量核分裂象,
转染 pCM V 52p 38M A PK 质粒组核分裂象明显减少,
细胞形态改变, 密度减低, 部分细胞固缩变圆, 深染,
胞核染色质边集, 呈环状、碎块状或新月体状, 可见胞
质“出泡”现象, 此即凋亡细胞 (F ig 2).
2. 2　免疫细胞化学染色　转染 pCM V 52p 38M A PK
质粒组 P38M A PK 蛋白表达阳性, 主要定位于胞质
或 (和) 胞核, 凋亡细胞阳性稍强, 部分凋亡细胞胞核
也可见阳性表达 (F ig 3). pCM V 5 质粒组和空白对
照 组 均 未 见 p 38M A PK 蛋 白 表 达. 证 实 转 染
pCM V 52p 38M A PK 质粒组有外源性 p 38M A PK 基
因的表达, 而 pCM V 5 质粒组和空白对照组则无外源
性 p 38M A PK 基因.
2. 3　细胞周期分析　转染 pCM V 52p 38M A PK 质粒
组、pCM V 5 质粒组和空白对照组 G1öG2 无明显变
化, 但转染 pCM V 52p 38M A PK 质粒组出现明显凋亡
峰, 凋亡细胞占总数的 34. 1% (F ig 4).
图 1　转染 pCM V 52p 38M A PK 后细胞形态发生变化
F ig 1　Changes of cell mo rpho logy after pCM V 52p 38M A PK transfect ion　×100
图 2　转染 pCM V 52p 38M A PK 后出现凋亡细胞
F ig 2　A pop to t ic cells after pCM V 52p 38M A PK transfect ion　H E×400
图 3　转染细胞 p 38M A PK 免疫组织化学染色阳性
F ig 3　p 38M A PK po sit ive signals in the transfected cells　 ICC×400
3　讨论
p 38M A PK 通路是 1993 年发现的一类M A PK
通路. 研究表明, 细菌脂多糖 (L PS)、紫杉醇 ( taxo l)
和蛋白激酶 C (PKC) 的特异激活剂 PM A 可以快速
诱导某些细胞内的 p 38M A PK 发生酪氨酸磷酸化[ 1 ].
1994 年, H an 等[ 2 ] 首先在小鼠肝脏细胞中克隆了
p 38M A PK 基因, 同时发现, p 38M A PK 在小鼠巨噬
细胞和淋巴细胞中均有表达. p 38M A PK 通常由紫
外线、高渗环境、砷盐、热休克、H 2O 2, 细胞因子和生
理应激等激活, 之后移位作用于相应的转录因子, 启
动某些基因转录. A T F2, M EF2C, CHO P10 和
SA P1 等是 p 38M A PK 的生理作用目标[ 3 ].
　　p 38M A PK 除在炎症反应中起重要作用外, 还参
与细胞的增殖和分化. Sen 等[ 4 ]发现 IL 21 和 TN F2Α
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可以激活胸腺细胞中的 p 38M A PK, 并诱导胸腺细胞
中A P21, N F2A T 和N F2ϑB 转录, 但不能激活 JN Kö
SA PK, 说明 p 38M A PK 参与胸腺细胞的发育和分
化. 在对凋亡的调节中, p 38M A PK 也发挥了重要的
作用. X ia 等[ 5 ]发现 p 38M A PK 通路的激活可导致神
经细胞凋亡, 而 ER K 通路的激活则抑制其凋亡.
图 4　转染 pCM V 52p 38M A PK 后细胞周期发生变化
F ig 4　Changes of cell cycle after pCM V 52p 38M A PK trans2
fect ion
　　p 38M A PK 在肿瘤发生发展和生长周期中的作
用尚不清楚. 已有的研究证实 p 38M A PK 在肿瘤中
活性升高并能诱导凋亡的发生. 对胶质瘤的研究显
示, 多巴胺、高渗、内源性 ∆鸦片受体 (DOR ) 及鸦片
受体样受体 1 (ORL 1) [ 6 ] , L PS 及肺炎球菌胞壁成分
(PCW ) [ 7 ]等可激活 p 38M A PK. H ernandez 等[ 8 ]曾在
人星形胶质瘤细胞株中发现, p 38M A PK 可使 TN F2Α
诱导胞质磷酯酶A 2 磷酸化, 参与维甲酸的代谢, 提
示 p 38M A PK 在人胶质瘤细胞中表达并发挥作用.
在 PKC 特异性抑制剂 ca lpho st in C 诱导人胶质瘤凋
亡的研究中, O zak i 等[ 9 ]检测到 p 38M A PK 的活性升
高但并非 ca lpho st in C 诱导凋亡所必需. 我们利用脂
质体转染的方法, 成功地将 p 38M A PK 基因导入胶
质瘤细胞, 发现其细胞形态和粘着状况均发生明显变
化. 经H E 染色和流式细胞仪检测, 发现有典型的凋
亡细胞出现. p 38M A PK 诱导胶质瘤细胞凋亡的作
用机制尚不清楚, 推测可能是: p 38M A PK 通过转染
进入胞核后, ①启动某些癌基因如 c2m y cös2m y c, c2
f os, c2jun 和 f as 等发生转录[ 10 ]. c2m y cös2m y c 可以
诱导 caspase 的表达, 后者被认为是凋亡程序的执行
者; c2m y c, c2f os 和 c2jun 则构成凋亡信号网络; f as
及其配体 f as L 是近年来受到普遍重视的介导细胞
凋亡的信号转导系统. ②诱导某些癌基因蛋白如p 53
发生磷酸化[ 11 ]. p 53 蛋白是公认的与凋亡密切相关
的分子. ③增加 TN F2Α等基因转录活性[ 12 ]. TN F2Α
与其受体结合后, 以与 f as 受体类似的途径导致细胞
凋亡. 有关此方面的研究正在进行中.
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